



Nejpoužívanějšími testy v ekotoxikologii jsou tři testy a to stanovení 
akutní toxicity na dafniích (hrotnatkách) Daphnia magna Straus 
(24 a 48 hod.) [3], akutní test na zelené řase Desmodesmus subspicatus 
(72 hod.) [4] a test inhibice růstu kořene hořčice bílé (Sinapis alba L.) 
[1]. Délka tohoto testu je 72 hod. Test na hořčici je možné aplikovat 
jako akvatický (vodní výluh), či terestrický - kontaktní (přímo testování 
na práškovém vzorku), jak popisuje Metodický pokyn odboru odpadů 
ke stanovení ekotoxicity odpadů [5].
Testy akutní toxicity představují testování vlivu látek na 
obratlovce a planktonní organismy. Zjišťuje se úmrtnost a imobilizace 
organismu při t = 20 ± 2 °C. Doba testu se pohybuje v rozmezí 
krátké doby. Například pro dafnie je čas testování 24 a 48 hodin, pro 
potkany tři dny a déle. Poté se stanovuje hodnota letální koncentrace 
LC50, či efektivní koncentrace EC50 [3]. Efektivní koncentrace 
nemusí značit úmrtnost, ale i znehybnění či omezený pohyb. Velmi 
zajímavým testem je test na zhášení bioluminiscence bakterie Vibrio 
fi scheri, což je metoda na stanovení toxického účinku látek na tuto 
fotoaktivní bakterii. Podstatou testu je porovnání bioluminiscence 
bakterie před a po expozici toxickou látkou. Na testování se používá 
mořská bakterie Vibrio fi scheri. V ČR se nejčastěji používá metoda 
dle ISO 11348-2. Water quality - Determination of the inhibitory 
effect of water samples on the light emission of Vibrio fi scheri 
(Luminescent bacteria test) - Part 2: Method using liquid-dried 
bacteria, 2007 [6], pracuje se na luminometru při 15 °C. Sledovaným 
parametrem je snížení luminiscence těchto bakterií, které se měří 
tzv. luminometrem, po době expozice 15 a 30 minut, či 5 minut, což 
je však málo využíváno. Jedná se o velmi rychlou moderní metodu 
stanovení akutní toxicity, která je ve světě už hojně využívána. 
Právě vodné výluhy strusek, popílků, kalů a podobně, jsou vhodné 
ke zjišťování toxicity vzorků těmito třemi ekotoxikologickými testy, 
a jak bude uvedeno dále v přehledu. 
Odpadní voda je voda, která změnila svou jakost během použití. 
Základní dělení odpadních vod je na komunální a průmyslovou odpadní 
vodu, přičemž průmyslová odpadní voda vzniká z technologických 
procesů a z chladicích médií a má rozmanitý charakter. Odpadní voda 
povětšinu obsahuje nečistoty, jakými jsou například suspendované 
látky, rozpuštěné, nerozpuštěné a koloidní látky.
V tab. 1 je uveden přehled nejvíce používaných testů pro hodnocení 
toxicity vodných výluhů, výluhů půd, půd, strusek, stavebních 
a vodných odpadů, popílků, pěn, biocharů, grafenů, grafen(oxidů). 
Použité materiály, přístroje a chemikálie
Jako materiály byly použity semena hořčice bílé (AROS - 
osiva s.r.o.) a odpadní voda z ostřikového okruhu z kontilití (Vítkovice 
Steel, a.s.). Na přípravu standardních roztoků v ředicím roztoku od 0 do 
320 mg/l byl použit K2Cr2O7, p.a. (Merci s.r.o.) v původní koncentraci 
1 g/l, který byl následně naředěn. Pro přípravu ředicího roztoku, 
který sloužil na přípravu jednotlivých roztoků byly použity CaCl2, 
p.a. (PENTA s.r.o.), MgSO4·7H2O, p.a. (LACHEMA), NaHCO3, p.a. 
(MACH CHEMIKÁLIE s.r.o.) a KCl, p.a. (PENTA s.r.o.). Postup 
přípravy ředicího roztoku je dán v Metodickém pokynu [1].
Ke stanovení jednotlivých chemických parametrů byly 
použity: pH metr k měření pH - HANNA instruments, typ HI 2210, 
ke stanovení kovů metodou AAS - přístroj VARIAN AA 280FS, 
ke stanovení Hg AAS metodou studených par - VARIAN AA 280Z, 
konduktivita - WTW Multi 3420 SET C, absorbance na vypočítání 
CHSKCr, CHSKMn, DOC - Shimadzu UV - 1601, pro měření 
NO3
- - Shimadzu UV - 1800 a pro měření NH4
+ - pH metr WTW 
InoLab (tříbodová kalibrace na WTW pufry pH 4,01, pak 7,00 
a 10,00). Sigmoidy byly vytvořeny v programu Origin 6.1.
Ing. Jiří Pavlovský, Ph.D.1
Ing. Viola Hamplová2
1VŠB - TU Ostrava, Fakulta metalurgie a materiálového inženýrství
17. listopadu 15, 708 33 Ostrava-Poruba
2VŠB - TU Ostrava, Hornicko-geologická fakulta
17. listopadu 15, 708 33 Ostrava-Poruba
jiri.pavlovsky@vsb.cz
Abstrakt
Testování odpadních vod je důležité z pohledu ekotoxicity, 
aby byly zjištěny jejich případné toxické vlastnosti. V článku je 
proveden základní přehled nejvíce využívaných testů (akutní, 
semichronické a další), nejen pro odpadní vody, ale i pro půdy, 
strusky, popílky a podobně. V tomto článku jsou pak pro ukázku 
diskutovány výsledky semichronické toxicity IC50 (50 % inhibiční 
koncentrace) na hořčici (Sinapis alba L.) na vybraný typ odpadní 
vody pocházející z průmyslu po 72 hodinách působení. Pro tuto 
odpadní vodu se zjistilo, že je velmi slabě toxická. Pro tuto odpadní 
vodu byly provedeny i dodatečné chemické analýzy. 
Klíčová slova
Hořčice, ekotoxicita, odpadní voda, hodnota IC50.
Abstract
Wastewater testing is important from the point of view of 
ekotoxicity in order to detect their potential toxic properties. 
In article is outlined an overview of the most frequently used tests 
(acute, semichronic and others) not only for wastewaters but also 
for soils, slags, fl y ashes etc. In this paper, the results of semichronic 
toxicity of IC50 value (50 % inhibition concentration) on mustard 
(Sinapis alba L.) for the selected type of wastewater from 
the industry after 72 hours are discussed. This wastewater was 
found to be very poorly toxic. Additional chemical analyzes were 
performed for this wastewater.
Keywords
Mustard, ekotoxicity, wastewater, IC50 value.
Úvod
Ekotoxikologie je vědní obor, jenž se věnuje působení toxických 
látek nacházejících se v půdách, odpadních vodách, struskách, 
popílcích, kalech, výluzích stavebních odpadů a podobně, 
na organismy. Testům, především akutní toxicity (akvatické testy), 
se podrobují různé vodné výluhy. Testování na jednotlivých 
zástupcích živočichů se provádějí dle norem OECD, které jsou platné 
i v České republice a jsou identické s evropskými ISO normami. 
Jsou to testy na vyšších zelených rostlinách (semichronický test 
na hořčici bílé - Sinapis alba L.), na rybách (akutní test na rybě 
danio pruhovaném - Brachydanio rerio Buchanan-Hamilton), 
zooplanktonu (akutní test na hrotnatce velké - Daphnia magna 
Straus) a na fytoplanktonu (akutní test na zelené sladkovodní řase - 
Desmodesmus subspicatus) [1-5]. 
V rámci tohoto článku je ukázka provedení testu semichronické 
toxicity hořčice bílé (Sinapis Alba L.) na jednom vybraném druhu 
vodného odpadu z Vítkovice Steel, a.s. po 72 hod. Rovněž byly 
provedeny i doplňující chemické analýzy k tomuto vybranému 
druhu vodného odpadu. Také je podán stručný přehled o nejvíce 
používaných testech na odpadních vodách, půdách a podobně.
Využití ekotoxikologických testů pro testování odpadních vod
Use of Ecotoxicological Tests for Wastewater Testing
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Vlastní semichronický test toxicity na hořčici bílé lze popsat 
následovně. Přebrání semínek hořčice bílé (dodržení shodné 
velikosti, vyřazení poškozených, černých, hnědých a jinak 
poškozených semínek). Příprava roztoků o daných koncentracích 
K2Cr2O7 (standard) - od 0 do 320 mg/l a daných ředění vzorku 
odpadní vody: neředěný vzorek; 1:1; 1:2; 1:3; 1:4; 1:5; 1:10; 
1:15; 1:20; 1:40; 1:100 a slepý roztok (kontrola). Rozpipetování 
standardů s ředicím roztokem do každé Petriho misky (2,5 ml). 
Sázení semínek do připravených Petriho misek (3x po 20 semenech 
pro každou koncentraci) včetně paralelního stanovení. Vytvoření 
podmínek pro test: t = 20 ± 2 °C; tma; 72 hodin působení v termostatu. 
Po uplynutí testu 72 hodin, měření délky kořínků (elongace kořene). 
Stanovení hodnoty IC50 z lineární (popř. sigmoidální) závislosti.
Výsledky a diskuze
Byla zjištěna toxicita odpadní vody a další parametry měření 
pro semichronický test na hořčici bílé. Test byl nejprve proveden 
na standardu dichromanu draselném.
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Obr. 2 Sigmoidální závislost inhibice na log salinity odpadní vody 
pro semichronický test na hořčici bílé, 20 ± 1 °C, 72 hod.
Hodnota IC50, salinita pro odpadní vodu je (1189,05 ± 1,01) 
mg/l pro semichronický test na hořčici bílé, 20 ± 1 °C, 
72 hod. (obr. 2). Pro odpadní vodu byla následně hodnota IC50 pro 
salinitu porovnána s tabulkou tříd toxicity (tab. 3B). Bylo zjištěno, 
že odpadní voda je velmi slabě toxická (třída 1). Pro danou 
odpadní vodu bylo stanoveno, že 50 % inhibice nastává při ředění 
5,2 krát, odpadní voda má vyšší hodnoty CHSKCr, CHSKMn 
a DOC. Hodnoty IC50 u kovů i u salinity jsou nižší. Hodnota pH je 
7,9 a jedná se o velmi slabě toxickou odpadní vodu. Výsledek testu 
měl přiblížit, jak by mohly působit tyto odpadní vody na životní 
prostředí, například v případě úniku těchto vod z ocelárenského 
průmyslu a také rozšířit poznatky působení na životní prostředí 
těchto vod z pohledu semichronické toxicity. 
Závěr
Byl stanoven semichronický test na hořčici bílé na vybrané 
odpadní vodě z průmyslu po 72 hod. a byla určena hodnota IC50, 
včetně provedení tohoto testu na standardu dichromanu draselném. 
Bylo poukázáno na toxicitu odpadní vody, která pak dále směřuje 
do ČOV a vliv této odpadní vody na vyšší rostliny. Bylo stanoveno, 
že odpadní voda byla slabě toxická. Další možností zjišťování 
toxicity je na živých organismech, především na drobných korýších, 
kteří jsou velmi vhodní pro stanovení akutní toxicity. Testy akutní 
toxicity mohou být tedy velmi vhodné pro průmyslové odpadní 
vody, vody z řek, potoků, a doplnit tak významně ekotoxikologické 
testování.
Poděkování
Tento článek vzniknul na Fakultě metalurgie a materiálového 
inženýrství při řešení projektu č. LO1203: "Regionální materiálově 
technologické výzkumné centrum - Program udržitelnosti“, 
fi nancovaného Ministerstvem školství, mládeže a tělovýchovy 
České republiky.
Obr. 1A Závislost inhibice na ředění odpadní vody pro hořčici 
bílou, 20 ± 1 °C, 72 hod., semichronický test, B) ukázka růstu 
kořínků hořčice bílé na odpadní vodě pro velké zředění (1:100) 
a zředění 1:1, 72 hod., 20 ± 1 °C
Na obr. 1A lze vidět závislost inhibice na ředění odpadní vody 
pro hořčici bílou, 20 ± 1 °C, 72 hod., semichronický test, obr. 1B 
je pak ukázka růstu kořínků hořčice bílé na odpadní vodě pro velké 
zředění (1:100) a zředění 1:1, 72 hod., 20 ± 1 °C. V tab. 2 jsou pak 
uvedeny nejdůležitější vybrané chemické parametry odpadní vody. 
Tab. 2 Vybrané chemické parametry odpadní vody
CHSKCr, Mn - chemická spotřeba kyslíku na dichroman draselný, 
manganistan draselný, DOC - celkový obsah uhlíku. 
Porovnáním výsledné hodnoty pro standard dichroman 
draselný IC50 = (50,05 ± 1,24) mg/l, zjištěné ze sigmoidy, bylo 
zjištěno, že hodnota IC50 byla v dobré shodě s tabelovanou 
hodnotou IC50 (53,18 ± 0,02) mg/l. Výsledná hodnota IC50, 
i když se mírně liší, byla v rozsahu, který je udáván 50-80 mg/l 
[1]. Hodnota IC50 pro odpadní vodu je při ředění 5,2 krát. 
IC50 72 hod., Sinapis alba L. = 9,62 ml/50 ml. Inhibice pro odpadní vodu 
byly tyto: kontrola-0 %, 101x ředěno-28,40 %, 41x ř.-19,42 %, 
21x ř.-31,48 %, 16x ř.-46,95 %, 11x ř.-55,39 %, 6x ř.-40,52 %, 5x 
ř.-62,36 %, 4x ř.-79,37 %, 3x ř.-74,21 %, 2x ř.-80,40 % a neředěný 
vorek-90,02 %. Odpadní voda obsahuje kovy (stanoveno metodou 
AAS), jak je patrné z tab. 3A, včetně hodnot IC50 pro tyto kovy. 
Pb a Cd nebyly v odpadní vodě přítomny.
Tab. 3A) Obsah kovů (z AAS) a hodnoty IC50 pro semichronický 
test na hořčici bílé, 72 hod., 20 ± 1 °C, pro kovy v odpadní vodě 
a B) třídy toxicity





















7,9 1899 8,18 109,95 38,48 43,98 390 1,8
Prvek Obsah [mg/l] IC50 [μg/l]
Na 154 14838,84 ± 1,25
K 30 2289,81 ± 1,15
Ca 57,5 6487,84 ± 1,26
Mg 164 14105,87 ± 1,36
Zn 0,22 14,93 ± 1,32
Fe 0,428 29,40 ± 1,25
Cu 0,04 4,44 ± 1,25
 Hg 0,006 1,03 ± 1,31
Třída Koncentrační rozsah [mg/l] Hodnocení
0 ≥ 104 netoxická
1 103-04 velmi slabě toxická
2 102-103 slabě toxická
3 101-102 středně toxická
4 10-101 silně toxická
5 10-1-10 velmi silně toxická
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